





































shaped  aerobic  endospore  formers,  of which members  of  the  Bacillus  cereus  group  are  the most 
important. Thermophilic endospores resist the pasteurization process and may revive by germination 
and  outgrowth  and  produce  spoilage  enzymes  (proteases,  lipases  and  phospholipases)  in  the 
pasteurized milk  leading  to  off‐flavors  [1,2].  In  addition,  B.  cereus  is  a  well‐known  foodborne 
pathogen.  Because  of  these  risks,  the  dairy  industry must  constantly  optimize  and  improve  the 
processes  that  result  in  products  that meet  business  and  consumer  demands  and which  can  be 
exported  over  long  distances  and  sometimes  in  unfavorable  storage  conditions without  loss  of 
quality. Despite further developments in the dairy industry in the last century, premature spoilage 





Bacillus  cereus  is a Gram‐positive,  rod‐shaped, motile,  spore‐forming opportunistic pathogen 
that is commonly found in soil, air, grains, rice (row and cooked), vegetables, meat and milk due to 
the bacterial capability to grow at temperatures from 4 °C to 50 °C and resist heat and chemicals [4]. 









manliponensis  (DSMZ,  L.I.  German  Collection  of  Microorganisms  and  Cell  Cultures  GmbH, 




B.  cereus  s.s. causes mild  to serious  food poisoning, mainly  through secretion of enterotoxin, 
causing diarrhea and emetic toxins [8], but also through some still non‐elucidated mechanisms [9]. It 
was  also  found  to  be  the  etiologic  agent  of  systemic  and  local  infections  in  immunologically 
compromised  and  vulnerable  individuals  [5].  In  same  rare  cases,  B.  cereus  causes  toxic  shock 
syndrome  in  the  central nervous  system  [5,10–12]. B.  anthracis  is  responsible  for  causing a  lethal 
disease anthrax in humans and animals. 





of polymorphisms, which makes  the differentiation of B.  thuringiensis  from other B. cereus strains 
difficult  to  define. However,  the  contribution  of  B.  thuringiensis  to  foodborne  outbreaks  is  still 
controversial but may be underestimated. Indeed, some B. thuringiensis strains used as biopesticide 
can produce modest levels of enterotoxins [14]. 













caused  by  the  bacterial  production  of  diarrheal  toxins  hemolysin  BL,  Hbl  [21],  nonhemolytic 
enterotoxin Nhe [21] and cytotoxin CytK [22] in the human small intestine. All three enterotoxins are 
cytotoxic and cell membrane pore‐forming toxins [23,24]. Emetic disease may occur within 0.5–5 h 
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after  eating  contaminated  food  as  an  acute  attack  of  nausea,  vomiting  and  profuse  abdominal 
















foods  are  considered  to be  a high  risk due  to  infant  susceptibility  to  enteric bacterial pathogens 
because  of  their  underdeveloped  immune  and  metabolic  systems.  Powered  infant  formula, 
commercialized as a breast milk substitute, and powered follow‐up formula, commercialized as an 
addition  to  breast milk,  cannot  be  sterilized  using  current  technologies  because  of  the  complex 








cereus  spores,  to which  cows  are more  exposed while pasturing during  summer. During winter 
months, feed and bedding are considered the main contamination sources, as the cows are housed 
indoor in that period. These general observations were confirmed in a study conducted in Belgium, 
in which organic dairy  farms were  compared with  conventional  farms. Members of  the B.  cereus 









levels and housing systems of dairy farms. In  the Netherlands, the average  is 1.2  log spores of B. 
cereus per liter of raw bulk tank milk, and a maximum B. cereus spore limit in farm tank milk of 3 log 
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Thus, drying milk prevents spoilage and product defects. However, under these conditions, bacterial 













by  FAO/WHO  (Food  and  Agriculture  Organization  of  the  United  Nations/World  Health 
Organization), and the third agent responsible for collective foodborne infections in Europe [38]. In 




consumers;  therefore,  the numbers of Bacillus cereus spores  in  these products should be as  low as 
possible  during  processing,  and  good  practices  should  be  designed  to  reduce  delay  between 
























Spo0F kinase,  followed by  the phosphorylation of Spo0B kinase and Spo0A  [56]. Phosphorylated 
Spo0A modifies expression of more  than 500 genes  [57], among which are some other regulators. 
About 100 genes are essential for the sporulation process [58–62]. The mineral composition of media 
may  have  a  significant  effect  on  sporulation. Manganese  is  especially  an  essential  element  for 
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sporulation  in  the genus Bacillus  [63]. The  formation of  endospores  starts by  an  asymmetric  cell 
division and DNA segregation (Figure 1a). Segregated DNA becomes separated from the rest of the 
cell by a double layer septum that is formed around it. This structure is called forespore (Figure 1a). 


















surface  structure.  Spore  preparation  in  controled  laboratory  conditions  have  shown  that 
physicochemical propertis depend on sporulation medium and condition [66]. 
Various methods  are  used  to  induce  B.  cereus  sporulation  in  the  laboratory.  For  this,  the 
bacterium is allowed to multiply to the wanted growth level (usually to mid‐exponential phase), and 
then cells are exposed to a stress that induces their transformation. For instance, B. cereus cells can be 
transferred by plating  from a rich broth, such as brain‐heart  infusion  (BHI)  that support bacterial 
proliferation,  to a nutrition agar  complemented with 0.05 g/L MnSO4. To avoid  starvation  in  the 
presence of Mn2+‐ions, 90–95% of B. cereus cells sporulate within few days incubation at 30 °C or 37 
°C [67]. Spores formed by various species from the B. cereus group have a similar size (about 1 μm) 
and morphology. However,  the  structure of  the  superficial  layer, named  the  exosporium,  can be 
modified to some extent by growing the medium or sporulation condition. Overall, findings obtained 











plate  counting)  and  ISO  21,871  (for  detection  and  counting  of  low  numbers  through  the most 
probable number). Both methods give no indication of the ability of the bacteria to produce toxins, 
nor do they differentiate B. cereus sensu stricto from other bacteria of the B. cereus group; therefore, 
the  result  is  presented  as  “presumptive  Bacillus  cereus”.  Genetic molecular methods  detect  the 
presence  of  certain  genes,  so  enable  discrimination  of  B.  cereus  from  other  bacilli. Methods  for 
detection of toxins and strain characterization for the production of toxins are not standardized. As 






serotypes, are also detected by strain  iso‐typing using specific antibodies. As  for  the detection of 
spores of other aerobic spore‐forming bacteria, the standard plating procedure to specifically detect 
spores of B. cereus considers the thermal treatment of the homogenized sample solution at 75 °C for 
15 min  before  plating  1 mL  of  the  solution  on  the  specific medium MYP  ((Mannitol  Egg  Yolk 
Polymyxin Agar)  and  confirmation  of  suspected  colonies  by  a  hemolysis  test  [68]. This  thermal 
treatment kills the vegetative forms, allowing the spore, a resistant form, to grow on nutrients. By 
plating serial dilutions of the treated homogenate, it is possible to evaluate the spore concentration. 










Traditional  techniques  can  lead  to misidentification  as  there  is  a high phenotypic  similarity 
among the B. cereus group species in terms of pathogenicity, morphology of colonies, mobility and 
growth  kinetics  or  sporulation  efficiency.  Molecular  techniques  are  an  alternative  to  classical 










Advanced  Pathogen  Identification  Device  (RAPID)  was  employed  to  detect  spores  of  Bacillus 
anthracis in raw milk, with the limit of detection (LoD) down to 2500 spores/mL [72]. The protocol 
consisted of the utilization of a commercially available DNA extraction kit, portable equipment for 






et al. proposed an aptamer‐based  trapping protocol  for milk analysis  [73]. Magnetic capture  is an 


















simultaneous visual detection of multiple bacterial pathogens by LAMP,  including B.  cereus  [79]. 




The  spore‐specific  dipicolinic  acid,  present  as  a  Ca2+  chelate  complex,  is  a  unique  and 
characteristic biomarker for endospores of B. cereus, but also for other bacterial spores produced by 
other aerobic spore‐forming species and Clostridium, but not in spores formed by other organisms, 
such as molds. Dipicolinic acid makes 5%  to 15% of  the  total dry mass of  the spores and may be 
released during heating or hydrolysis [80]. Dipicolinic acid detection provides good estimation of 
bacterial spore content in suspicious samples and could be used for a rapid screening of milk and 
dairy  products.  In  the  literature,  different  techniques  have  been  described  for  dipicolinic  acid 
detection.  Several  optical methods,  such  as  spectrophotometry, Raman/surface‐enhanced Raman 
scattering  (SERS)  and  infrared  spectroscopies,  fluorescence  and  photoluminescence,  have  been 
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applied to dipicolinic acid detection. Rosen proposed to color bacterial endospores by a suspension 
of  terbium  chloride,  which  reacts  with  the  calcium  dipicolinate  [81].  Formed  terbium‐(III)‐
dipicolinate anion produces photoluminescence that can be easily detected. The LoD obtained using 
31.4 μM TbCl3 b was 4.4 × 105 CFU/mL. Gültekin et al. [82] described the elaboration of molecular 




have  used  glutathione‐capped  gold  nanoparticles  complexed  with  Ca2+‐ions  (Ca2+‐AuNP@GSH) 
through GSH‐Ca2+ chelation as a sensing agent for dipicolinic acid from complex matrices [83]. In the 
presence  of  dipicolinic,  Ca2+‐AuNP@GSH  is  dissociated  to  the  Ca2+‐dipicolinic  complex  and 
AuNP@GSH, which desegregates  nanoparticles  and  induces  a  color  change  of  the  solution. The 





for  biomarker  extraction,  and  no  interference  from  aqueous media  that makes  it  attractive  for 
biosensing applications. Chan et al. described an analytical technique combining optical trapping and 
confocal Raman  spectroscopy  to detect and  identify a single spore particle. B.  cereus  spores were 
identified  based  on  their  intrinsic  Raman  signature, which  revealed  to  be  specific  [84].  Raman 




portable  device  for  quantitative  detection  of  bacterial  spores.  The  technique was  also  based  on 
dipicolinic acid detection and quantification and proved specific to B. cereus and B. subtilis spores. An 
approximated LoD of 1100 spores  in a 200 μL sample volume was reached by  the  technique  [87]. 
These performances are close to those of real‐time PCR, as previously described. 
Spore  content  in  Bacillus  species’  samples was  also  determined  by mass  spectrometry,  as 
described by Beverly et al.  [88]. The detection of dipicolinic  ions at m/z 167 was used  to quantify 
various degrees of sporulation directly  in live bacteria samples with good accuracy. Nevertheless, 




developed a  rapid enumeration of  spores  in  raw milk  through analyzing dipicolinic acid.  In  this 
assay,  the  concentration  of dipicolinic  acid  in  raw milk was  obtained by measuring  the  solution 











advantage  lies  in  the movement  of  the  sample  through  the  paper  carrier  of  the  test,  allowing 
separation of molecules from the sample before detection. This is particularly important regarding 
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they  were  retained  near  the  sample  pad  of  the  strip  and  generated  a  retention  line.  Super‐
















Due  to  the  low  number  of  recognition  elements  (such  as  antibodies,  aptamers)  that  enable 
efficient and specific targeting of whole bacterial spores, only a few biosensors have been developed 
in the literature. Biosensors attract considerable attention because of their simplicity, sensitivity and 















subtractive  inhibition  assay  [99].  Such  subtractive  inhibitory  assays may potentially  increase  the 
sensitivity of spore detection by a SPR sensor. 
In  view  of  the  literature  on  spore  detection methods,  the  development  of  new  approaches 








hygienic  conditions  at  dairy  plants  (ISO  8086:2004).  The  control  of  environmental  parameters 
(temperature, pH, water activity, salinity, atmosphere, presence of additives) can help the control of 
B.  cereus  proliferation  in  foods.  The  ability  to  produce  spores make  B.  cereus  capable  to  escape 
processing conditions carried out by  the  food  industries  to preserve products and  to eliminate or 
reduce  the  bacterial  number  in  the  final  product. Heat  treatments  commonly  used  by  the  food 











products are  time consuming, expensive, and need highly  trained personnel.  Inherent sensitivity, 
simplicity, and low cost of novel analytical methods, such as LAMP, electrochemical biosensors and 
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lateral  flow  tests,  start  to  attract more  attention  in  the dairy  industry. However,  although novel 








































12. Rishi,  E.;  Rishi,  P.;  Sengupta,  S.;  Jambulingam, M.; Madhavan, H.N.;  Gopal,  L.;  Therese,  K.L.  Acute 
postoperative Bacillus cereus endophthalmitis mimicking toxic anterior segment syndrome. Ophthalmology 
2013, 120, 181–185. 





























25. Ehling‐Schulz,  M.;  Vukov,  N.;  Schulz,  A.;  Shaheen,  R.;  Andersson,  M.;  Märtlbauer,  E.;  Scherer,  S. 
Identification and partial characterization of  the nonribosomal peptide synthetase gene  responsible  for 
cereulide production in emetic Bacillus cereus. Appl. Environ. Microbiol. 2005, 71, 105–113. 
















32. Tsilia,  V.;  Devreese,  B.;  De  Baenst,  I.; Mesuere,  B.;  Rajkovic,  A.;  Uyttendaele, M.;  Van  de Wiele,  T.; 
Heyndrickx, M. Application of MALDI‐TOF mass spectrometry for the detection of enterotoxins produced 
by pathogenic strains of the Bacillus cereus group. Anal. Bioanal. Chem. 2012, 404, 1691–1702. 










Biosensors 2020, 10, 15  13  of  15 




39. Christiansson, A.; Bertilsson,  J.;  Svensson, B. Bacillus  cereus  spores  in  raw milk:  Factors  affecting  the 
contamination of milk during the grazing period. J. Dairy Sci. 1999, 82, 305–314. 








43. Heyndrickx, M. Dispersal of aerobic endospore‐forming bacteria  from soil and agricultural activities  to 
food and feed. In Endospore‐Forming Soil Bacteria; Springer: Berlin/Heidelberg, Germany, 2011; pp. 135–156. 


































59. Verplaetse, E.; Slamti, L.; Gohar, M.; Lereclus, D. Two distinct pathways  lead Bacillus  thuringiensis  to 
commit to sporulation in biofilm. Res. Microbiol. 2017, 168, 388–393. 























































Biosensors 2020, 10, 15  15  of  15 











































102. Samapundo,  S.;  Heyndrickx,  M.;  Xhaferi,  R.;  de  Baenst,  I.;  Devlieghere,  F.  The  combined  effect  of 
pasteurization intensity, water activity, pH and incubation temperature on the survival and outgrowth of 
spores of Bacillus cereus and Bacillus pumilus in artificial media and food products. Int. J. Food Microbiol. 
2014, 181, 10–18. 
 
 
© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open access 
article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons Attribution 
(CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
